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Relatorio Descritivo da Pa- 
tente de Invengao "PROCESSO PARA A PRODU^fiO DE UMA 
PREPARA^SO DE LIPASE IMOBILIZADA t DESTINADA A IN- 
TERESTERIFICAgSO DE GORDURAS" . 

Corihecem-se as preparagoes de 
lipase imobilizada para transesterificagao de gordu 
ras. Assim, no pedido de patente DK n2 563/77, (cor res 
pondendo a patente US 4.275.081) descreve-se a prepa- 
ragao de lipase imobilizada, por meio do que se produz 
a lipase por f ermentagao de especies pertencendo ao 
genero Rhizopus, Geotrichum ou Aspergillus, e por meio 
do que a lipase e f ixada em urn vexculo em partxculas 
indiferente, que pode ser terra diatamacea ou alumina, 
e que demonstra uma area superficial espec£f ica muito 
elevada. Demonstrou-se ser necessario o uso de uma 
preparagao de lipase imobilizada cam uma £rea super- 
ficial especxfica rauitq elevada (isto e, partlculas 
de veiculo porosas e pequenas) a fim de obter a 
\necessaria elevada atividade enzimdtica. Pode-se 
^ealizar a interesterif icagao em batelada sem urn 
olvente com esta preparagao de lipase imobilizada; 


no entanto, com esta preparagao de lipase imobili- 
zada, nao se pode realizar a interesterif icagao con 
tinua, em uma coluna, em escala industrial sem a 
presenga de urn solvente, que precisa ser depois 
removido, devido ao fato acima indicado de que a 
preparagao consiste de pequenas particulas que, du- 
rante a operagao da coluna, iriairt gerar uma queda 
de pressao inaceitavelmente elevada. Tambem, urn pai 
nel apreSentado em Enz, Eng. 6, Kashikojima, JP, 
20-25 de setembro de 1981, e o artigo do European 
Journal of Applied Microbiology and Biotechnology, 
. n& 14, pags. 1-5, (1982) indicam que uma preparagao 
\ie lipase imobilizada compreendendo lipase de 
^Khizqpus delemar e uma resina trocadora de anions 
; £drte (com grupos amino quaternaries) pode ser usa 
vda para interesterif icagao com n-hexano como urn sol 
$Hi'te. De acordo com estas referencias, a recupe- 
Igao da'enzima e muito lenta. Tairibera, a partir 
o*pedido de patente europeia publicada com a pu- 
Efcagao n* 00669599, descreve-se urn re-arranjo en- 
It ico de gordura, por meio do que se usa uma 
-Se das especies Aspergillus, especies Khizopus, 
r javanicus ou Mucor miehei, comp uma enzima 
I&erester if icagao. A enzima e suportada em urn 
to, por exemplo Celite. Em todos os exemplos 
pedido de patente europeia com relagao & in- 


teresterificagao continua em uma coluna, usa-se 
um sol vent e. 

Assim, nos processos da tec- 
nica anterior, usa-se o solvente para diminuir a 
viscosidade da materia-prima graxa a f im de obter 
uma operagao na coluna tao suave quanto possxvel. 
Pareceu ate agora praticamente impossivel evitar 
solvente nestes processos de interesterif icagao con 
t£nuos em uma escala industrial, devido a elevada 
queda de pressao na coluna, mesmo sendo bastante 
obvias as vantagens tecnicas associadas com a eli- 
minacao de solvente destes processos de intereste- 
rif icagao. 

; 5 No pedido de patente europeia 

;publicado como n a 35.883. descreve-se que uma pre- 
Jparagao de lipase imobilizada destinada a interes- 
^erificagao de gorduras pode ser preparada por con- 
^* to de 0X03 solugao aquosa de lipase microbiana com 
rvefculo inerte em particulas, seguido por seca- 
n. Pode-se usar a preparagao de lipase imobili- 
fda, assim preparada, para interesterif icagao de 
frdura, mas somente s'e as gorduras forem mistura- 
a com os esteres de alquila inferiores, relati- 
ve onerosos, de acidos graxos, por exemplo , 
Ltato de metila, que sao usados como agentes 
7 liares a f im de evitar solventes; de outra for 


ma, surgem os problemas de solubilidade e visco- 
sidade . 

Assim, a finalidade da inven- 
cao e prover um processo para a producao de uma 
preparagao de lipase imobilizada, que ira abrir a 
possibilidade de realizar a interesterif icagao 
continue sem um solvente ou outros agentes auxilia- 
res pnerosos em um modo economicamente viavel. 

Agora, verificou-se , de modo 
surpreendente de acordo com a invengao. que um pro 
cesso para a produgao de uma preparagao de lipase 
imobilizada, que e realizado de modo muito facil, 
> ou.se ja, por simples misturacao de uma solugao aquo 
; sa de lipase e uma resina trocadora de ions e que 
I- compreende uma combinagao especifica de uma catego- 
i ria especifica de resinas trocadoras de ions e uma 
Jproporgao especifica de agua na preparagao de lipa- 
se imobilizada final abre a possibilidade de rea- 
lizar a interesterif icagao. continua sem um solven- 
e ou outros agentes auxiliares onerosos em um modo 
"epnomicamente viavel . 

. Assim, o processo de acordo 
a invengao para a produgao de uma preparagao 
.lipase imobilizada destinada a interesterif ica- 
;de gorduras e caracterizado pelo fato de que 
^solugao aquosa de uma lipase microbiana e cori- 


NZAS-0034004 



fcata corn uma resina trocadora de anions, fraca,.ma 
^ercporosa, em particulas, que contem grupos amino 
tj>rim^rios e/ou secunddrios , e/ou terciarios, e que 
^demonstra um tamanho de particula media relativa- 
raente grande, apropriado para opera^o em coluna 
s;3:em queda de pressao excessiva, em condigoes em que 
^:&:Idpase e ligada a resina trocadora de anions du- 
f : Kante tun perxodo de tempo suf iciente para ligar a 
fqpantidade desejada de lipase a resina trocadora 
•e^anions , a seguir a lipase imobilizada, assim 
da, e separada da fase aquosa e a lipase imo- 
izada separada e secada a um teor em agua de en 
^aproximadamente 2 e 40%, 

Descreve-se, em geral, nos 
$j§os de patente publicados DE n2s 2,905.671 e 
if. 950, pedidos de patente publicados JP n2s 
$892 e 57-152886, patente US ns 4,170,696 e 
*-rAbs. Vol. 82, 27819d, que as enzimas, inclu- 
^lipases, podem ser imobilizadas por meio de 
tgas trocadoras de anions em particulas. Em pri- 
lugar, no entanto, nao existe nenhum proces- 
^iinobiliza9ao universal apropriado para todas 
|iinas e todos os substratos, mas um processo 
ilizagao especif ico precisa ser projetado 
;alquer enzima especifica e qualquer substra- 
Cfico, em que se supoe atua a enzima, Em 
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segundo lugar, no eritanto, as lipases sao enzimas 
bastante extraordinarias , no sentido que a ativi- 
dade enzimatica esti. funcionando em uma interface 
ehtre duas fases, significando que a imobilizagao 
das lipases e um prdblema muito delicado, qiie li- 
mita altamente a utilidade de tecnicas de imobi- 
lizagao conhecidas no campo, compreendendo imobili 
zagao de lipase, vide J.Lavayre et al. , Preparation 
and Properties of immobilized Lipases, Biotechnology 
and Bio engineering, vol. XXIV, pp 1007 - 1013(1982), 
John Wiley & Sons, Em terceiro lugar, a combinagao 
de lipase e uma resina trocadora de anions fraca, 
macr oporosa , em particulas, nao e descrita em ne- 
nhuma parte da literatura indicada no comego deste 
paragrafo, ainda menos que esta nova combinagao da 
lugar ao surpreendente efeito tecnico com relagao 
a interesterif icagao contxnua sem solvente ou ou- 
tros agentes auxiliares onerosbs, 

Tambem, a partir de um arti- 
go de Yoshiharu Kimura et al. # "Application of 
Immobilized Lipase to Hydrolysis of Triacylglyce- 
ride", no Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 
.(1983) 17-107-112, parece que se usou uma prepara- 
gao de lipase imobilizada em uma resina trocadora 
de anions, para hidrolise de gorduras. Em primeiro 
ugar, a principal aplicagao da preparagao de lipa- 


S e imdbilizada, produzida por meio do processo de 
acordo com a invencao, e a interesterif icacao, enquan- 
to que a hidrolise de gorduras e sintese de gorduras 
sao aplicacoes menos importantes de acordo can a in - 
vencao, que serao explicadas em maiores detalhes a- 
• baixo no relatorio, e em segundo lugar, nota-se ., a 
:'partir do artigo, que o rendimento da atividade e in- 
ferior a 1%, ver tabela 1, pag. 109, em comparacao 
%om um rendimento da atividade tipicamente acima de 
^80% com relacao a preparacao de lipase imobilizada 
reparada por meio do processo de acordo com a inven- 
cao. Isto confirma nossa afirmagao anterior de que a 
Imobilizagao de lipase e um problema muito delicado. 

Pretende-se que a expressao M ta- 
ho de particula medio relativamente grande" esteja 
^lacionada com o tamanho de partigula medio do produ- 
|, que se descreve no pedido de patente DK ns 563/77, 
|o qual a maior parte das particulas tern um tamanho 
• particula menor que aproximadamente 50 ^urn. Verifi- 
%.se que a temperatura nao tern maior efeito sobre o 
pimento da atividade, porque se demonstrou experi- 
*t£lmente <* ue ° rendimento da atividade e virtual - 
*te independente da temperatura, no caso da tempe- 
durante a imobiliza9ao ser mantida entre 5 e 


A fim de nao desativar a enzima, 
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realizam-se as interesterif icacoes da tecnica an- 
terior em temperature relativamente baixa. Isto 
5e torna posslvel pela presenca do solvente, que 
consegue dissolver a gordura, que pode ter urn pon- 
to de derretimento relativamente elevado. De modo 
surpreendente, verificou-se que a preparacSo de 
lipase imobilizada, produzida por meio do proces- 
so de acordo com a invencao, tern uma estabilidade 
suficiente na gordura derretida, com uma tempera- 
tura relativamente maior. Tambem, a queda de pres- 
sao atraves da coluna de interesterif icacao carrega 
da com a preparacao de lipase imobilizada, produ- 
zida por meio do processo de acordo com a invencSo, 
e suf icientemente baixa para permitir uma operacao 
suave. Tambem, verificou-se , de forma surpreen- 
dente, que a combinacSo singular das condicoes de 
contato, resina trocadora de ions e teor em agua, 
gera uma atividade de lipase especifica elevada, 
na mistura de gordura derretida, em contra-distin 
). g So com todas as tentativas anteriores de prover 

uma preparacao de lipase imobilizada destinada ao 
' uso sem urn solvente. Alem disso. enquanto os pro- 

■Ar 

cessos da tecnica anterior do tipo descrito no pedi- 
do de patente DK ns 563/77 reguerem uma lipase pu- 
rif icada a f im de prover uma preparacao imobiliza- 
\ da utilizavel, verificou-se de forma surpreendente 


que a preparagao de lipase imobilizada de acordo 
com a invengao pode ser preparada com base em um 
produto de lipase bastante bruto. Tambem, apesar 
da preparagao dos processos da tecnica anterior 
5 do tipo descrito no pedido de patente DK n2 563/77 
ter envolvido o uso de um solvente organico para 
depositar a lipase sobre o vezculo, nao se neces- 
sita deste solvente orgSnico para a preparagao da 
preparagao de lipase imobilizada de acordo com a 
10 invengao, que pode ser preparada de modo bastante 
facil apenas misturando o velculo e uma solugao 
lipase aquosa. hlim disso, enquanto a atividade da 
lipase e lavada com relativa facilidade ou de ou- 
tra forma removida da preparagao da tecnica anteri- 
5 or do tipo descrito no pedido de patente DK ns 
563/77 , verificou-se que a lipase na preparagao 
de lipase imobilizada, produzida por meio do pro- 
cess© de acordo com a invengao , e praticamente 
\ impossivel de remover da preparagao, se nao far 
b submetida a tratamentos quxmicos ou fisicos ad- 
versos, por exemplo condigoes de pH e temperaturas 
adversas. Por fim, verificou-se que a preparagao' 
de lipase imobilLzada, produzida por meio do proces- 
; so de acordo com a invengao r pode ser preparada 
cam uma elevada recuperagao da enzima, possibi- 
;litando uma interesterif icagao contfnua mais bara- 
|ta do que as interesterif icagoes da tecnica ante- 
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rior. 

Em uma forma de realizagao pre 
ferida do processo de acordo cpm a invensao, a 
lipase e uma lipase termoestavel. Assim, e possx- 
vel uma maior temperatura de interesterif ica^ao, 
e assim vima maior produtividade. Alem disso, por 
meio desta forma de realizagao, e possxvel produ- 
zir uma preparagao de lipase imobilizada. que e 
apropriada para interesterif icagao de gorduras de 
maior ponto de derretimento» 

Em uma forma de realizagao pre- 
ferida do processo de acordo com a invengao, a 
lipase microbiana e derivada de uma especie Mucor 
termofxlica, especialmente Mucor Miehei e urn bom 
produtor de lipase, 1,3-especxfica, e assim pode- 
-se obter urn produto barato, 

Em uma forma de realizagao pre- 
ferida do processo de acordo com a inven$ao, acima 
de 90% das particular da resina trocaddra de anions 
fraca, macroporosa, tern um tamanho de partxcula en- 
tre aproximadamente 100 e 1*000 Jwi , de preferen- 
cia entre 200 e 400 Neste intervalo de tama- 

nho de partxcula, obtem-se um bom a juste entre ele- 
vada atividade de interesterif ica£ad e baixa queda 
de pressao. . 

Em uma forma de realizagao pre- 
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ferida do processo de acordo cam a invengao, a 
proporgao entre a quant idade de solugao aquosa 
da lipase microbiana e o peso da resina trocado- 
ra de anions fraca corresponde a 5.000 - 50.000 
LU/g de resina trocadora de ions (peso no estado 
seco). Deste modo, prove-se uma lipase suficien- 
te para a resina trocadora de ioris. 

Em uma forma de realizagao 
preferida do processo de acordo com a invengao, 
a lipase roicrobiana e derivada de uma especie 
Mucor termof ilica, especialmente Mucro miehei, e 
o pH durante o contato entre a resina trocadora 
de ion e a solugao aquosa esta entre 5 e 7. Deste 
modo, assegura-se uma forte ligagao entre a lipa- 
se a resina trocadora de ions, assim como boas es- 
tabilidade e atividade. 

Em uma forma de realizagao pre 
ferida do processo de acordo com a invengao, o 
tempo de contato estci entre 0,5 e 8 horas. Deste 
modo, obtem-se ou se aproxima de um estado de satu 
ragao com lipase. 

Em uma forma de realizagao pre- 
ferida do processo de acordo com a invengao, a se- 
. paragao e feita por simples f iltragem. Este pro- 
cesso e simples e bem adaptavel a pratica indus- 
trial. 
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Em uma forma de realizagao 
preferida do processo de acordo can a invengao, a 
secagem e realizada a um teor em agua entre apro- 
ximadamente 5 e 20% de agua. Pode-se realizar a 
opera£ao de secagem em vacuo, em leito fluxdo ou 
por outro dispositivo de secagem apropriado para 
operagao em grande escala. Assim, obtem-se uma pre 
paragao de lipase final com uma elevada atividade 
de interesterif icagao, 

Em uma forma de realiza£ao pre- 
ferida do processo de acordo com a invensao, a re~ 
sina trocadora de anions, fraca, macroporosa, em 
particulas, e colocada junto com uma solugao aquo- 
sa de um agente de reticulagao, de p referenda uma 
solugao de glutaraldexdo aquosa, em uma concentra- 
Sao entre 0,1 e 1,0% p/p, durante ou apos o contato 
entre a resina trocadora de anions, fraca, macro- 
: porosa, em partxculas, e a solugao aquosa da lipa- 
se microbinada, depois do que se separa a solugao 
{ restante de agente de reticulata© . Mesmo se se ob- 
-iservar uma pequena redugao de atividade da enzima 
Idevido ao agente de reticulagao, observou-se que 
este tratamento pode elevar a estabilidade da pre- 
>aragao da lipase em meio aquoso para uma aplicagao 
fespecxfica. Com relagao ao uso da preparagao de 
"lipase imobilizada como um agente de interesterif i- 
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cagao, nao hS necessidade de nenhuma melhora na 
estabilidade da preparagao da lipase, porque esta 
estabilidade e inerentemente excelente na prepara- 
gao de lipase, preparada de acordo com a invengao 
para esta aplicagao. No entanto, verificou-se que 
a preparagao de lipase imobilizada, preparada de 
acordo com o processo deacordo com a invengao, po- 
de ser usada ainda com vantagem, para hidrolise 
de gorduras e para esta aplicagao, uma melhora 
da estabilidade da preparagao de lipase e urn de- 
siderate provavelmente devido a combinagao de con- 
centragap relativamente elevada de agua e elevadas 
teraperaturas na mistura de reagao, necessirias para 
um processo de hidrolise de gordura, realizado na 
indu stria. 

Tambem, a invengao. compreende um 
uso da preparagao de lipase imobilizada, preparada 
por meio do processo de acordo com a invengao, que 
e um processo para a interesterificagao de gordu- 
; .ras, em que a(s) gordura(s) derretida ( s ) , facultati- 
^vamente misturada(s) com Scido graxo livre dissolvido, 
^ (sao) contatada(s) pela preparagao de lipase imobi- 
lizada, preparada por meio do processo.de acordo com 
invengao, sem qualquer solvente ou outros agentes 
^xiliares onerosos ou substancialmente sem qualquer 
plvente ou outros agentes auxiliares onerosos. Os 
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acidos graxos livres, com os quais as gorduras podem 
ser misturadas facultativamente de acordo com a in - 
vensao, nao sab considerados camo agentes auxiliares 
onerosos. Gordura(s) designa(m) ou urn triglicerideo 
puro ou uma mistura de triglicerldeos de uma ou mais 
fontes. 

Tarabem, a invengao compreende outro uso 
da preparagao da lipase imobilizada, preparada por 
meio do processo de acordo com a invengao, que e um 
vprocesso para a hidrolise de gorduras, em que uma 
lemulsao de triglicerideo e agua e contatada com a pr£ 
^paragao de lipase imobilizada produzida de acordo com 
ja inven9ao # sem qualquer solvente ou outros agentes 
>uxiliares onerosos , ou substancialmente sem quaisquer 
%olventes ou outros agentes auxiliares onerosos. 

Tambem, a invengao compreende outro uso da 
jpreparagao de lipase imobilizada, preparada por meio 
*o processo de acordo com a inven^ao, que e um proces 
go para a sintese de gorduras, em que uma mistura de 
licerol e cLcidos graxos livres e contatada cam a pre 
krada de lipase imobilizada produzida de acordo com 

invengao, sem qualquer solvente ou outros agentes 
Miliares onerosos, ou substancialmente sem quaisquer 
:lventes ou outros agentes auxiliares onerosos, 

A invengao ser5 ilustrada pelos seguintes 

.jemplos . 
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Pode-se adquirir a lipase Mucor 
miehei, usada nos seguintes exemplos, na NOVO 
Industri A/S, Novo Alle, 2880, Bagsvaerd, Dina- 
marca. 

A atividade de interestericiagao 
das preparagoes de lipase imobilizada e determina- 
da por meio de um ensaio em batelada sobre as se- 
guintes reagoes: 

000 + P * POO +0 

POO * P ^ POP + o, 

em que 

0 « acido oleico, 
P = acido palmxtico, e 
O00, POO e POP sao gorduras contendo os acidos 
graxos indicados na ordem indicada, assim 
comb 

000 sendotrioleina , 

Mistura-se 250 mg de preparagao de 
lipase imobilizada com 600 mg de trioleina (0,68 
ramol) e 174 mg de acido palrrdtico (0 # 68 mmol) dis- 
solvido em 12 ltd de ilcool de petrol eo (temp. 80 
- 100°C), em um tubo de vidro de 20 ml, com tampa 
de rosea . Os tubos sao incul?ados em um banho em 
agua a 40°C e agitados por 1/2, 1 ou 3 horas. 

A mistura de reagao e resfriada,. 
filtrada e evaporada. A quantidade relativa de 
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000., POO e POP e determinada por HPLC, e a por- 
centagem de P incorporado e calculada como 


% POO + 2 x % POP 
% P incorporado = ' ~ ~ 


A composigao de equilibrio da mis- 
tura de reacSo 'em batelada acima indicada e de 
aproximadamente 43% PO e 10% POP ou 21% P incor- 
porado . 

Em alguns dos seguintes exeroplos, 
realiza-se a interesterif icagao como uma operacao 
em batelada. com ou sem solvente. Por testes com- 
paratives, estabeleceu-se que uma preparacao de 
lipase imobilizada, que tern estabilidade e ativi- 
dade de interesterif icagao satisf at6ria, como de- 
; monstrado pelo teste de interesterif icagao em ba- 
I telada, e que possui uma distribute de tamanho 
' de partxcula e uma resistencia fisica requerida 
para operagao satisfatoria na coluna, ira operar 
satisfatoriamente por operagao cont£nua em coluna, 
tao bem com ou sem solvente. Assim, urn teste em 
batelada satisf atorio. sob estas circunstancias , 
e uma evidencia de que se pode realizar um teste 
em coluna continue, satisf atorio , com a preparacao 
■ de lipase imobilizada em questao. 

, E X E M P L O . i_ 

Este exemplo ilustra o efeito de 
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pH durante a adsorgao de lipase Mucor miehei sobre 
a atividade da interesterif icagao. 

Dissolve-se , 2,0 gramas de lipase 
Mucor miehei, 93 000 LU/g , em 20 ml de agua, e 10 
gramas de resina trocadora de anions, Duolite ES 
562, lavada com agua, peso no estado seco 8,5 g, 
a£ suspensas, 

Ajustaram-se tres destas porgoes a 
pH 5,0, 6,0, e 7,0, respectivamente, e deixaram- 
-se as mesmas agitadas com agitagao magnetica, por 
4 horas, a aproximadamente 5°C. 

Filtraram-se as tres porgoes, 
Apos filtragem, a quant idade de atividade hidrolf- 
tica (LU) nos tres filtrados (antes lavagem, esta- 
va entre 10 e 17% do total, quantidades iniciais 
(186.000 LU). Subsequentemente , realizou-se uma 
lavagem com agua com uma pequena quantidade de a- 
gua e, a seguir, secaram-se pela noite as prepara- 
goes em vacuo, em temperatura ambiente. 

Resumem-se os resultados na tabela 

abaixo. 
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Imobi 
liza- 
gao 

PH 


Ren - 
dimen 
to 


Teor em 

agua 
% 


Atividade de interes 
terificagao, 30 mi- 
hutos 

%P in- 


% POO % POP 


corporado 


5,0 

9,20 

9.5 

24,5 

6,2 

12,3 

6,0 

9,56 

8,2 

26,5 

.6,6 

13,2 

7,0 

9,41 

8,0 

21,2 

5.2 . 

10,2 


E X E M P L 0 


Tres porgoes de lOg de resina tro- 
cadora de ion, umida, Duolite ES 562 , (peso no 
estado seco 8,35 g) , em 50 ml de agua, e adicio- 
nou-se 4 N NaOH, ate o pH estabilizar a 6,0. Entao, 
lavaram-se com bastante £gua, e drenou-se em urn 
funil Buchner, peso drenado de aproximadamente 16 

g- 

Adicionou-se, a cada uma das duas 
porgoes de 10 g, uma solugao de 2,5 g de lipase 
Mucor miehei (atividade 93 OOO LU/g) f em 25 ml de 
agua, e amustou-se o pH a 6,0. 

Adicionou-se, a terceira porgao, 
uma solugao de 2,5 g da lipase Mucor miehei, acima 
indicada, em 50 ml de agua, e ajustou-se opHa 
6,0. 

Agitou-se lentamente a mistura a 
temperatura ambiente (25°) por 2 horas. A seguir, 
5 filtrou-se o liquido em um funil Buchner. 
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Una das porcSes, com solugao de 
25 ml de lipase, fioi aindalavada com 2 x 25 ml 
de agua. As pre P ara 9 oes imobilizadas foram seca- 
das em vacuo. 

Para o ensaio de interesterif icacao , 
250 mg (peso no estado seco) das preparacoes de li- 
pase imobilizada fora* umedecidos com 20 yul de a- 
gua, antes da misturacao com o substrate. 

Interesterif icagao , 

. a- • i i 1/2 h 

Prepara 9 ao lipase umobilx ^_ 

„ ,™ %P00 %P0P corpo _ 
zada com ^ rado 

2,5 g lipase em 25 ml sem 

25.8 6,85 13,^ 

lavagem 

2 # 5 g lipase em 25 ml com 

30,1 7,65 J-Si- 1 * 

lavagem 

* 2,5 g lipase em 50 ml sem 

26,8 6,86 13,3 

lavagem 

Este exemplo demonstra que a sub- 
sequente lavagem em agua, a fd> de remover a li- 
pase nao ligada, e essencial para obter uma ele- 
vada atividade de interesterif icacao. enguanto a 
quantidade de agua. em que a lipase e dissolvida 
durante a imobilizada, nao tern grande importance. 

V. V E M E L 0 3- 
* Ajustou-se 50 g de resina trocado- 

m - ■ nuolite BS 562 (peso no estado 

ra de ions, umida, uuoxi^e 
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seco 41,8 g) , a pH 6,0 , e lavou-se como no exem- 
plo 2. 

Misturou-se porgoes de 10,6 g des- 
ta resina trocadora de ions umida ( o*5g peso no 
estado seco) com quantidades diferentes de uma 
solugao a 10% de lipase Mucor miehei (81 000 LU/ 
g) i de acordo com a tabela. 

Apos a reagao, o liquido foi fil- 
trado em um funil Buchner, a preparagao lipase 
lavada com 2 x 25 ml de agua e secada em vacuo 
a aproximadamente 97% de materia no estado seco. 

As amostras de 25 mg de peso no 
estado seco de preparagao imobilizada para fins 
de ensaio foram umedecidas com 20 /Ml de agua 
antes da amostragenw 
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g de resina g de solu 
trocadora 5S0 a 10% 
de ions umi de lipase 
da 


10,6 

12,5 

1 

26,5 

6,62 

13,3 

10,6 

12,5 

2 

27,0 

6,62 

13,4 

10,6 

12,5 

4 

28,2 

7,27 

14,3 

10,6 

25 

1 

23,5 

5,90 

11,8 

10,6 

25 

2 

29,7 

7,56 

14,9 

10,6 

25 

4 

31,4 

7,99 

15,8 

10,6 

50 

1 

19.5 

4,34 

9,4 

10,6 

50 

4 

26,6 

6,73 

13,4 


Esteexemplo mostra que a dosagem 
otima de lipase depende do tempo de reayao. 
EXBMPLO 4 

Amostraram-se novamente duas das 
prepara5oes do "exemplo 3 com variada adi9ao de a- 
gua, isto e, a amostra com 12,5 g de S0IU9S0 li- 
pase e a com 25 g de solugao lipase, ambas com um 
tempo de reagao de 2 horas. 0 efeito do teor em 
umidade sobre a atividade de interesterif ica^ao e 
evidente na seguinte tabela. 


- Tempo Interesterifica- 
reagao gao, 1/2 h 

horas em ^ , 

temper. % POO %P0P X - 
ambiente 00 *?2. 

rado 
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/"l agua umidade Inte resterificagao, 

, a4 .„ adiciona estxma- jy 2 hora 

Amostra da 25Qmg da na a %P in- 


12,5 g 

0 

2,6 

18,2 

2,27 

7,6 




25.6 

6,55 

12,9 


50 

18,5 

23,4 

5,85 

11.7 


100 

29,9 

15,3 

3,84 

7,6 

25 g 

0 

3,0 

19.1 

2,04 

7,7 


20 

10,0 

28,6 

7,65 

14,6 


50 

18,8 

25,4 

5,25 

12,0 


lOO 

30,1 

18,6 

4,55 

9,2 


Este exemplo mostra que o teor em 
umidade otimo e de aproximadamente 10%. 

EXEMPLO 5 

Amostrou-se novamente uma das pre- 
parasSes do exemplo 3 com variadas quantidades de 
agua adicionada. Usou-se a amostra com 25g de so- 
lu?ao lipase e 4 horas de tempo de reasao. 
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Interesterificagao, l/2h 

%P00 %POP % P in- 

corporado 


Ml agua adi 
cionada a 
233 mg 
peso seco 

0 

5 10 
20 
30 
40 
50 

0 75 
100 
150 


agua esti 
mada na 
amostra 


9,5 
13,1 
16,2 
19,1 
2i,8 
24,4 
30,0 
34,9 
42,9 



6, 57 

28,9 

7,45 

27,9 

6,46 

26,6 

6,96 

25,0 

6,77 

22,8 

5,20 

19,6 

4,54 

14,6 

3,88 

0,44 

0 


13 # 7 
14,6 
13,6 
13,5 
12,8 

11,1 
9,6 
7,5 
0,1 


E X E M P L 0 6_ 

5 Ajustou-se , a pH 6,0 e lavou-se 

22, 6g de resina trocadora de ions umida, Duolite 
A 561 (88,2% de substancia seca) . 

Triturou-se outra amostra de 22,8g 
de Duolite A 561 parcialmente em uma argamassa, arv 
20 tes do ajuste do pH e lavagem. 

Adicionou-se, a cada uma destas 
por^oes, uma solugao de lOg de lipase Mucor miehei 
(93.000 LU/g) em 200 g de agua ajustada a pH 6. A 
reagao ocorreu em 2 horas em temperatura airibiente. 
25 As enzimas imobilizadas foram la- 

vadas com 1 litro de agua e secadas em vacuo. 
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Apds secagem, a amostra nao tritu- 
rada foi esmagada em uma argamassa e ambas amos - 
tras peneiradas, 

Fragao peneira Interesterif icagao, 

1/2 h 

Trituragao an- Trituragao apos 
tes imobili- . , . . . 

zagao imobxlizagao 

%P0O %POP %P in %P00 %POP %P in 
corp» . corp, 

180-300 yum 30,1 7,78 15,2 25,7 6,39 12,8 

425-500 yum 25,7 6,66 13,0 21,7 5,50 10,9 

600-710 yum 19,2 5,06 9,8 17,2 4,38 8,7 

850-lOOOyum 12,7 3,22 6,4 14,3 3,90 7,4 

Nota-se nitidamente que e uma vanta- 
gem usar as f ragoes de peneira finas para dbter uma 
atividade mixima de interesterif icagao, mas a 
necessidade de uma baixa queda de pressao na coluna 
torna necessario um ajuste, 
EXEMPLO 7 

Este exemplo ilustra o efeito de 
diferentes categorias de resinas trocadofas de anion, 
fracas, macroporosas {tipo de matriz, grupos funcio- 
nais tamanho de partxcula) sobre a atividade da in - 
teresterificagao em batelada da preparagao de lipase 
imobilizada. 

Nos casos de Duolite ES 562 # 
Duolite A 561, Duolite A 7, Amberlite IRA 93, e 
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Amberlyst A 21. 4,25 gramas de resina com peso no 
estado seco, sSo lavados com agua. misturados com 
1 grama de lipase Mucor miehei (93 000 LU/g) em 
20 ml de agua, sendo a mistura ajustada a pH 6,0, 
e lentamente girada por 2 horas em temperatura am- 
biente. Ap6s filtragem. cada preparagSo e lavada 
com 250 ml de agua. No caso de Duolite A, 378, 
8,5 grmas foram misturados com 2 gramas de lipase 
e finalmente lavados com 250 ml de agua. Secou-se 
3 tudo em vacuo, em temperatura ambiente. No caso de 
Duolite A 365, Duolite S 587, e Dowex MWA-1, 4,25 
gramas de resina seca foram misturados com 1 gra- 
ma de lipase Mucor miehei (124 000 LU/g) , em apro- 
ximadamente 10 ml de agua por 2 horas. por rotacao 
.5 em temperatura ambiente (no caso de Levatit, 0,5 g 
de lipase foram usados ) . Apos filtragem e lavagem 
com 2 volumes de agua,. as preparacoes foram secas 
em vacuo em temperatura ambiente. Apresenta-se, na 
tabela abaixo, a caracterizagao das preparacoes 
20 imobilizadas. 


"1 

'iii 
ii 
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esina 
oca- 
ra de 
ions 


olite 
J5S 562 

olite 
561 

lolite 
^A 7 

lolite 
A 378 

5erli- 
IRA 


Grupos Tarn. Agua Ativ . batelada , 

Matriz part./um, 1/2 * 

f unc. ^ / c/ 

(>85%) * %POO %POP %P 

incor 
p'orado 


Fenolf or 
maldeido 


212-425 13,8 26,7 6,8 13,4 


Fenolf or Amina 

maldeido terc. 300-1200 13,0 14,8 3,2 7,1 

Fenolf or Amina 300-1200 13,5 9,5 2,5 4,8 
maldeido sec . 

Poliesti Amina 300-1100 6,3* 14,3 3,3_ 7,0 
renico terc. 

Estireno Poli- 

DVB amina 400-500 12,2 10,8 2,9 5,5 


:>erli- Estireno Amina 

A 21 DVB terc, '425-850 11,1 10,6 2,7 5,3 

jolite Poliesti Amina 

365 renico Prim. 300-1200 11,5 15,5 3,7 7,6 

iolite Fenol- 

587 form. Aminas 300-1100 7,4 25,4 6,4 12,7 

ewatit . Polies- 

62 tirenico Aminas 500-1200 13,6 16,9 3,9 8,2 

SX 1 Estireno Amina 300-1200 10,5 21,0 4,9 10,3 

l-l DVB ! terc . 


5% agua adicionados ante ensaio em batelada 


X E M P L 0 


8 


Colocou-se em suspensao 30g de re- 
ina trocadora de ions Duolite tipo ES 562, em aproxi- 
*damente 75 ml de H 2 0, e ajustou-se o pH a 6,0 com 
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4 N NaOH. Lavou-se a resina trocadora de ions com 
agua em urn filtro de succao, e sugou-se a agua em 
excesso. Dividiu-se a resina trocadora de ions 
umida (aproximadamente 45 g) em tres porcSes i- 
guais • 

Misturou-se o primeiro terco com uma 
solugao de 1 g de lipase Kucro miehei (210 0O0 LU/ 
g ) em 20 ml de H 2 0, ajustados a pH 6.O. Apos nds- 
turagao , reajustou-se o pH a 6,0, e deixou-se a 
ndstura reagir por 4 horas, a 5°C, com agitato 
magnetica. Durante este periodo o P H caiu a 5.45. 
A ndstura foi transformada em urn funil Buchner, 
com alguns mililitros de agua, e sugou-se quanto 
possfvel da solucao (14 ml). Secou-se mais a re- 
5 sina em vacuo, a urn teor em agua de 10,0%. Rendi- 
mento 8,27 g. 

Misturou-se o segundo terco da re- 
sina umida com uma solugao de 1 g de lipase pre- 
viamente indicada,. em 20 ml de tampao de acetate 
0 de scdio 0,1 M (PH 6,0). Reajustou-se o P H da nds- 
tura a 6, e deixou-se a ndstura reagir por 4 horas 
a 5°C, com agitacao magnetica. Durante este perio- 
do, o pH caiu a 5,83, Realizou-se outro procedi- 
mento como indicado com relacao ao primeiro terco 

5 da resina trocadora de ions no estado umido, dando 
lugar a 21 ml de filtrado e 9,10 de preparacao seca, 
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com urn teor em ^ ^ 

Misturou-se o te«- 

- tioase. como anteriormente , mas 
sina con solucao l^ase ^ 

««nteve-o PH constante a 6,0, 
se manteve op ^ de 0<58 

de copulacao de 4 horas, a 5 C P 

ae a itdstura com os 

e 8 , 95 , de preparacao seca 
03 tree filtrados continha* entre 
dade inioial, total. 

„a aeouinte tabela, a 
Indica-se ■ na segu 

ativi dad e de u*— t-— - 250 - d ; pr ;; a . 

cao de 30 minutos, aw- 

S - • a in t eresterifica 9 ao ativxdade. 

PreparagSo enzxma Interes h 


£gua desminerali- 
zada , pH 6 


27,4 

0,1 M acetato, pH 6 25,4 

£qua desminerali- 
zada, pH-stat a 
pH 6 


6,6 


27,7 7,0 


13,5 
12,8 

13,9 


0OTO i evidente a partir da tafceXa 

M s levee di£eren S aa entre a* prepara- 
existem apenas xeve» 

5oes. 
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EXEMPLO 9_ 

Este exemplo ilustra os efeitos da 
presenga de dois sais na faixa de concentragao 
0-0,5 M, durante imobilizagao. sobre a atividade 
de int er ester if icagao. 

Dissolveram-se cinco porgoes de 
1,00 gramas de lipase Mucor miehei, diafiltrada, 
e secadas -congeladas, com una atividade de 
93.000 LU/g, era 20 ml de 

1) agua desmineralizada, 

2) 0,05 M fosfato de sodio, pH 6,0 

3) 0,5 M fosfato de sodio, pH 6,0 

4) 0,05 M cloreto de sodio 

5) 0,5 M cloreto de sodio. 

Outras cinco porgoes de resina tro- 
cadora de ions 5,25 gramas (peso seco 4,25 g) de 
Duolite ES 562, foram equilibradas com 20 ml de 
1) - 5) acima. Apos decantagao, as corresponden- 
tes solugoes de lipase foram adicionadas as parti- 
culas de resina trocadora de ions, umida, ajustada 
a pH 6,0, e os recipientes foram girados lentamente 
por 2 horas, a 25°C. Entao, coletaram-se as pre- 
paragoes por filtragem, e cada lavada com 250 ml 
de agua desmineralizada, seguido por secagem em 
vacuo a25°C (64 horas). Apresentam-se abaixo os 
resultados do ensaio da atividade de interesterifi- 
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4,7 

23,1 

5 ' 7 

11.5 

5.3 

21,9 

5,3 

10,8 

4,6 

20,3 

5,1 

10,2 

4,6 

23,4 

5,7 

11,6 

4,9 

19,2 

4.6 

9.5 


Ca5a °* ' Atividade de Interesteri- 

ficacao, 1/2 h 

Sem sal 4,51 

0,05 M fos 

fato 4,48 

0,5 M - 4,57 

0,05 M NaCl 4,54 

0,5 M - 4,43 

— : " 1 „ naa io H-,0 adicional ate 

* Adicionou-se, antes do ensaxo, H 2 

vun total de 10%. 

E v EM P T - n 10 — ■ 

Este exexnplo mostra os ef eitos das 

5 - o acetato de sodio durante 

elevadas concentracoes de acetato 

• - *p lipase sobre a atividade de inte- 
imobilizagao de lipase » 

resterificagto das preparagSes. 

Dis solveran>-se. « separado, cmco 
- de 1 OO g de lipase Mucor miehei, diaf il- 
trou - se . secou-se. congelou-s* a S mesmas. 

1) agua desmineralizada 

2) 0,5 M acetato de s6dio, pH 6 f O 

3) i,o H acetato de s6dio, pH 6,0 

4) 2,0 M acetato de s6dio, pH 6,0 

5) 4,0 H acetato de s6dio, pH 6,0. 
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Cinco porcSes de 4,25 g (peso seco) 
de Duolite ES 562, resina trocadora de ions, foram 
lavadas e equilibradas por misturacSo com as cinco 
solucSes acima indicadas 1) - 5), seguido por agi- 
tato por 15 minutes. As solucoes de lipase cor- 
respondentes e resinas trocadoras de ions lavadas 
foram misturadas, ajustadas a P H 6,0, e giradas lenta 
m ente por 2 horas. em temperaturas ambiente. Cada 
preparagSo foi filtrada, lavada com 250 ml de agua- e 
, secada em vacuo em temperatura ambiente. As prepa- 
res foram amostradas para atividades de interes- 
terificagao em batelada, sendo os resultados apre- 
sentados na seguinte tabela. 


Cone. Rend. Agua 
_ Aceta ap6s ap6s Filtrado 
to — seca- seca 
00 £. J- 


Act. 

pH (%) 
* 


0 
0,5 
1,0 
2,0 
4,0 


4,81 7,8 
4,67 8,0 

4.72 9,6 

4.73 9,1 
4,75 10,4 


Ativ. interesterificagao 
em bat. , 1/2 h 

%P00 %P0P %P incor 
porado 


11,2 
9,8 
9,1 

14,2 
9,7 


5,2 

51 

22,2 

5,7 

5,8 

64 

20,1 

4,7 

5.8 

71 

18,8 

4,3 

5,8 

55 

27,9 

7,3 

5,6 

69 

19,8 

4,7 


* = Atividade em % da 
total (93-000 LU) 


quantidade inicial 


f 
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E V E M P L O 


11 


Este exemplo ilustra a imobiliza- 
cao de outras lipases microbianas dif erentes da 

lipase Mucor miehei : 

Lipase Fusarium oxysporum, prepa- 

rada como descrito no pedido de patente DK n* 
2999/ 84, exemplo 23, foi imobilizada por mistu- 
. racao de 6,72 g de lipase de 88.000 LU/g, e 4,25 g 
de materia seca deresina trocadora de ions Duolite 
*0 ES 562, lavadas e o P H ajustado, em 25 ml de agua 
a pH 6,0, e por rotacao em temperatura ambiente 
per 2 horas. Entao, realizou-se a lavagem com 2 
x 25 ml de agua, e secou-se por secagem a vacuo, 
obteve-se 4,93 g de preparacao. com urn teor em 4- 
5 gua de 8,1%. A atividade deixada no filtrado to- 
tal correspondeu a 18% da atividade original. 

Obteve-se esterase Aspergillus niger 
por ultraf iltragem do produto comercial Palatase da 
NOVO. 15 ml de PALATASE de 2790 LU/ml foram imobi- 
lizados em 4,25 g de ES 562, como descrito acima, 
por meio do que se obteve 4,77 g de preparacao imo- 
bilizada com 7.6 % de agua. 0 filtrado continha 
13% da atividade LU original. 

Lipase Candida cylindracea de Amano 
(tipo OF) foi simlarmente imobilizada por mistura- 
g So de 4.25 g de ES 562 com 1.40 g lipase Amano OF 


n 
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, £ = „h 6 O 0 rendiroento foi de 4,62 
em 15 ml de agua, pH 6,o. 

~ 4««Kiiizada. com 6,5 % de agua, e.0,2% 
de preparacao imobilizaaa, ^-"» « 

de atividade permanecendo no filtrado. 

A3 tres preparacoes foram caracteri- 

zadas como a seguir: 

!) por ensaio em batelada padrao a 4Q°C 

2) ln teresterifica s ao am batelada de txioleiia ^ 

(0001/acido decaniico (d) seo S olvente, a 60 0. 

usando 3.00 8 000 , 0.600 g I>, e 250 mg de pre- 
, para 9 ao de lipase seca. hidratada a aproximada- 

mente 10% de agua. 

Para fins de comparagao, apresentam- 

- se abaixo tambem os resultados para uma prepara- 
sS o de lipase Mucor miehei. como descrito no exemplo 

13, 


Lipase imo- 
bilizada 


. Fusarium 
oxysporum 

Aspergillus 
niger 

Candida 
cylindracea 

Mucor 
miehei 


Carga 
aval. 

LU/mg 

11 
8 

30 
30 


000/P/solvente, 000/D, 60^ 


40° 
tempo ,lx 


%S tempo ,h inc . 
inc. . 


3 
3 
0,5 


8,0 

17 

5,9 

4,4 

17 

6,5 

8.9 

17 

1,9 

14,7 

2 

13,2 
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a f im de gerar uxoa melhor verif ica- 
,ao coir relate aos exiles precedent, faz-se 
referenda a seguinte tabela. 

Este (s) exexnploCs) ilustra(m) a «- 
fluehcia da atividade de interesterifi 

ca 9 ao das P repara 9 oes de lipase imobi- 
liz ada preparadas per meio do processo 
de acordo com a invencao, se originan- 
do de: 

Bxemplo 
8 


pH 


4-5 


8-10 


11 


lavagem subsequente 
carga lipase com rela 9 ao ao tempo 
de rea 9 ao 


rem de agua 


porcentag 
taman ho de particula 
tipo de resina 


resistencia dos ions em solu 9 ao de 
lipase 

f onte de microorganismo de lipase 


A f im de demonstrar a utilidade da pre- 
pare de lipase imobilizada, preparada por meio do 
pr ocesso de acordo. com a invencao, uma preparacao 
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de lipase imobiUzada, preparada por meio do pro- 
cesso de acordo cam a inven<?ao, como indicado a 
seguir, foi usada em uma interesterif icagao contx- 
nua de gorduras, sem qualquer uso de solvente ou 

5 outros agentes auxiliares onerosos, como descrito 
no seguinte exemplo 12. 
EXEMPLO 12 

Este exemplo ilustra a interest erif i 
cagao contlnua de gorduras sem solvente ou outros 

10 agentes auxiliares onerosos, usando uma preparagao 
de lipase imobilizada, preparada por meio do pro- 
cesso de acordo com a invengao em um reator de leito 
compactado. 
IMOBILIZACfiO 

5 Dissolveu-se 2,20 gramas de lipase 

Mucor miehei (81 000 LU/g) em 20 ml de agua, mis- 
turou-se com 10 gramas de resina trocadora de ions 
Duolite ES 562 lavada (8,5 g de peso seco) , com 
mais de 80% das particulas entre 200 e 400 f 3 ™ . 
'20 Ajustou-se o pH da mistura a 5,0, e deixou-se por 
4 horas a 5°C, com agitagao magnetica. Apos fil- 
tragem e lavagem com uma pequena djuantidade de dgua, 
secou-se a preparagao em vacuo em temperatura am- 
bient e. 0 rendimento foi de 9,05 gramas, contend© 
5 9,3% de agua. A atividade restante no filtrado 

foi de 8% da quantidade inicial total, A atividade 
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de interesterificagao em batelada foi de 30,6% 
POO, 7,7% POP em meia hora, ou 15,3% P incorpora- 
do. 

TESTE EM COLUNA 

Colocou-se 2 gramas desta prepara- 
gao de lipase imobilizada em uma coluna e alimen- 
tou-se continuamente a 60°C, urn substrato isento 
de solvente consistindo de oleo de oliva/acido pal 
irutico na relagao de 2,5-1 p/p. Apresenta-se, na 
tabela abaixo, o deserapenho da preparagao de lipase. 


Ainostra/ 
tempo 


Fluxo Composigao(HPI>C) Conversao x, 
gTG/h/ % 
g enz. 000 POO POP (GLC) 

% % % 


oleo oliva/ 
comeco 


42,3 

22,5 

3,8 

0 

17 h 

5,7 

30,5 

30,1 

11,6 


208 1/2 h 

2,5 

33,8 

28,8 

8,6 

28 

233 

0,61 

22,2 

34,8 

16,5 

67 

475 

1,8 

35,1 

28,8 

8,7 

28 

Equillbrio 
(batelada) 


17,4 

36,0 

20,6 

100 


Legenda: TG - triglicerldeos; g enz. =* gramas de 

1 ipase imobil i zada , 
Determina-se a % de P incorporado por GLC de esteres 
de metila de acido graxo. 
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Conversao x = (%P - % P Q )/(%. P Q ). P Q , P^ 

sao % de P incorporado no substrate 
de oleo de oliva (P Q ) e na mistura 
TG - em equilxbrio 

eM 

comentAri'os 

Cam base nos dados de 208 1/2 e 475 
horas , a extrapolagao para camegar em graf ico 
semilogarxtmico, indica uma atividade indcial (flu- 
xo) de 3,2 g TG/h/g enzima com urn grau corresponded 

0 te de conversao x = 28%. Uma estimativa da meia- 
-vida e de 500 - 600 boras a 60°C, sem solvente e 
oleo oliva/P = 2 1/2:1 (p/p). Nao se experimentaram 
problemas de ,queda de pressao. Itoa tentativa an- 
terior de passar urn substrate similar atraves de 

5 lipase adsorvida em Celite do tipo descrito no pe- 
dido de patente DK N2 5 6 3/7 7 , em uma coluna, foi 
impossxvel. 

E X E M P L 0 13_ 

Este exemplo ilustra uma produgao 
0 em escala de planta pilot o de uma preparagao de 
lipase imobilizada em uma coluna e a aplicagao des 
ta preparagao para interesterif icagao contxnua em 
umaaDluna cam substrato a 60 e 70°C # sem solvente. 
IMOBILIZACSO 

5 6,0 kg (81% materia seca) de resina 

trocadora de ions Duolite ES 562, foram condiciona- 
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dos de acordo com a informagao do fabricate 
(Duolite Technical Information 0110A). Isto im- 
plies a ciclizacSo do acido base e, neste caso, 
tavern urn enxague em etanol)(para assegurar maxima 
5 pureza no processamento de alimentos), o pH ajus- 
tado a 6,0 em tampao acetato 0,1 M. A suspensao 
foi enchida em uma coluna e a resina assentada 
(18 1) foi lavada com 72 1 de agua. 

18 1 de lipase Mucor miehei (10,100 
-10 LU/ml), ajustado a P H 6,0, foram recirculados a 30 
1/h por 6 horas, com controle do pH. Apos deslo- 
camento com 20 1 de agua, urn volume combinado de 
37 1 continham 126 LU/ml, correspondendo a urn ren- 
dimexto de 97% de imobilizacao. A coluna foi depois 
5 lavada com outros 20 1 de agua, e a preparacao se- 
cada a vacuo em temperatura ambiente, assim se 
obteve 6,0 Teg (97% de materia seca) de preparacao de 
lipase imobilizada. A atividade de interesterifi- 
cacSo em batelada foi de 30,2% POO, 6,9% POP a 1/2 
20 hora, ou 14,7% P ±nc> 

EXPERIMENT^ DE APLIC ACfiO NS 1 

Coiocou-se 4,0 g da preparacao de 
lipase imobilizada em uma coluna com camisa de agua 
com urn diametro interne de 1,5 cm, Manteve-se a tern 
5 peratura na coluna a 60°C. Um substrate de 6leo de 
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oliva/acido decanoico com uma compos icSo de 2,5/1 
(p/p) foi bombeada atraves de uma pre-coluna co - 
luna 30g de Duolite S 561, saturada com 21 ml de 
Sgua trocadora de ions e depois atraves de coluna 
principal contend© a preparacao de lipase imobili- 
zada. Controlou-se a fluencia a f im de manter a 
composicao da saida a urn valor correspondence a 
aproximada 65% de conversao, isto e, 23% D00 no 
triglicerideo final (D00 significa urn trigliceri- 
deo com uma unidade de acido decanoico (em posicao 
externa) e duas unidades de acido oleico). 

Considerando que a diminuigao da 
atividade da lipase imobilizada segue uma reagao 
de primeira ordem, pode-se estimar a meia-vida como 
, de 3200 horas. Com uma atividade inicial de 2,4g 
triglicer£deoA°ra/g. a preparacao de enzima 
produtividade e aproximadamente 8,3 toneladas de 
triglicerideoAg 4e preparacao de enzima, conside- 
rando urn tempo decor rido de duas meia-vidas. Na 
3 figura 1, o logaxitmo para a fluencia e tragado em 
grafico contra o tempo. 
EXPERIMENTS PS APLICA(ffO NS 2 

Realizou-se a mesma experiencia 

que no ns 1, a 70°C em vez de 60°C. 

5 Verificou-se ser a meia-vida de 1300 

horas e a atividade inicial de 2,3 g triglicerideo/ 
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hora/g preparagao de enzima, correspondent a uma 
produtividade de 3,2 toneladas de triglicerideoAg 
preparagao de enzima. 0 logaritmo para a fluencia 
e tragado em grdfico contra tempo na figura 2. 

5 E X E M P L 0 14 ... 

Este exemplo ilustra o potencial 
de uraa preparagao de lipase imobilizada produzida 
de acordo com a invengao, para a interesterificagao 
contxnua de uma mistura de triglicerideo de elevado 
10 ponto de fusao, composta de sebo de bovinos e oleo 
de soja, sem solvente ou outros agentes auxiliares. 
Processos similares podem ser utilizaveis para a 
preparagao de gorduras especificas sem o uso de 
hidrogenagao e interesterificagao quiraica e apro- 
5 priados para margarina ou produtos correlatos. 
IMOBILIZAcfiO 

19,8 gramas de resina trocadora de 
ions Duolite A 561 umida (86,0% de materia seca) , 
com mais de 80% das particulas entre 400 e 850 
0 foram ajustados a pH 6,0 em suspensao. aquosa, e 
lavados com agua. 50 ml de lipase Mucro miehei 
(7400 LU/ml) 8% de materia seca) foram misturados 
com a resfaa eopH reajustado a pH 6,0. Apos agita^ 
gao por 2 horas em temperatura ambiente, filtragem 
e lavagem com. 2 x 5o ml de agua, a preparagao foi 
seca em vacuo, em temperatura ambiente. 0 rendi- 
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mento foi de 19,2 gramas, contendo 8,5% de agua. 
A atividade deixada no f iltrado foi de 34% da quan 
tidade inicial total. A atividade da interesterif! 
ca$So em batelada foi de 25,4% POO, 6,0% POO a 1/2 
5 bora ou 12,5% P inc. 

anAlise da rsacAo DE intbresterificac&o 

Sebo branco de bovinos e oleo de so 
ja refinado, novo, foram adquiridos no comercio lo- 
cal. 0 substrato era composto de 1,5 partes de se- 
10 bo e 1 parte de oleo desoja, que se misturou a 70 
°C. Adicionou-se antioxidante BHT em uma concent ra 
5S0 de 0,1%. Para caracterizar os conrponentes in- 
dividuals e para seguir a reasao de- interesterif i- 
casao, usou-se HPLC para analisar a composigao de 
5 triglicerideos dos componentes substratos, a mis- 
tura inicial e a mistura interesterif icada. Uma 
reagao em batelada inicial com 2,75 gramas de pre- 
paragao de lipase Mucor miehei imobilizada, 24 
gramas de sebo e 16 gramas de oleo de soja foi rea- 
lizada por 16,5 horas a 65°C. HPLC demonstrou que a 
rela?ao de LPO- para LLL-triglicerideo (Lrlinoleico, 
P: palmitico; 0: oleico) na mistura auroentou de 
0,62 para 1,16, estando, como se presume, esta 
ultima cifra proxiraa da rela9ao de equilibrio. 


NZAS-0034041 


42 ' 

Propriedades de derretimento da mistura 

interesterificada 

A variacao as propriedades de derre 

timento devido a interesterificacao foi analisada 
5 por dilatagao segundo o metodo oficial IUPAC /"lUPAC 

- Metodos padronizados para a analise. de 6leo, gordu 

ras e derivados, 6a.Edigao, Metodo ns 2.141 (1979)_7. 

Os resultados aparecem da tabela abaixo, com uma 

mistura nao interesterificada de sebo de boi e 6leo 
10 de soja (1,5:1) como referenda. 


Temperati 

ira, °c 

0 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

Dilata- 
gao (/ul 
/g de 
gordura ) 

mistura nao 
interesteri 
ficada ...7 

30,8 

22,9 

18,7 

14,6 

11,2 

6,5 

1,6 

mistura in- 
teresterifi 

16,5 

4,9 

4,9 

3,1 

0,6 




TESTE MA COLUNA 

Operou-se urn sistema em coluna peque 
0 na com termostrato, por 2 dias, para ilustrar urn pro- 
cesso continue. Colocou-se 4,0 gramas da preparacao 
de lipase imobilizada descrita em uma coluna. Tambem 
se usou uma pre-coluna contendo 5 gramas de resina 
Duolite A 561 *nida (50% de materia seca). Alimentou- 
5 -se continuamente sebo de bovino/6leo de soja, em 
relagao de 1,5:1 p/p, atraves do sistema de coluna, 
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a 67°C. Apresenta-se o desempenho da preparagao de 


lipase imobilizada 

na tabela 

abaixo: 


Amostra/ 
tempo 

Fluxo 
g TG/h/ 
g enz. 

Compos i^ao 
LPO/LLL 

Conversao, 

% 

Substrato Sebo/SBO 




(18 h) »••.*.«•••• 


0,65 

-6 

Produto de 18 h 

2,10 

0,90 

52 

Produto de 41 h 

1,63 

0,93 

54 

EquiT. (batelada) 


1,16 

100 


E X E M P L 0 15 

Este exemplo ilustra a aplicagao 
de lipase imobilizada de acordo com a invengao para 
hidrolise de gordura. 

A uma mistura 1:1 de sebo de boi 
puro e agua, 40 gramas de cada, foi adicionada 
lipase imobilizada, preparada conforme descrito no 
exemplo 13, em uma quantidade que corresponde a 
100 LU/g de gordura ou 0,23 gramas de preparagao de 
0 lipase imobilizada, admitindo uma carga de 30.000 
LU/g de lipase imobilizada. Foi obtida uma mistura 
gao efetiva por agitagao magnet ica a 48°C. 0 valor 
inicial do pH na fase aquosa foi ajustado a 8,0. De- 
pois de 4 dias, a enzima foi separada e a fase de 
5 gordura analisada quanto ao grau de hidrolise (GH) . 
Foram realizados testes em duplicata. A enzima 
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imobilizada recuperada foi usada para um ensaio de 
2 minutos e foi realizada uma experiencia eompara- 
tiva com lipase soluvel, tambem adicionada nuraa 
quant idade correspondente a 100 LU/g de gordura 4 
Neste caso, a fase aquosa foi usada para o ensaio 
de 2 minutos, Foram conduzidos tres testes com 
lipase soluvel. 

Os resultados foram os seguintes: 


Preparagao 


10 


Amostra 
na 


% AH f 4 dias, 48 Q C 

Ensaio, 1 min Ensaio, 

2 min. 


Lipase imobi 1 
lizada ... * 2 


30 
35 


31 
37 


Lipase soluvel 


as 


1 
2 
3 


61 
55 
46 


5 
8 
7 


0 valor do pH caiu a cerca de 6,8 
com a lipase imobilizada e a cerca de 6,3 no ensaio 
de 1 min. e a cerca de 7,4 no ensaio de 2 min., com 
a lipase soluvel. %AH foi calculada como o valor de 
0 acido (VA) dividido pelo valor de saponif icasao(VS) . 
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KEIVINPTCACOES 
1. Processo para a produgao de uma prepara9ao 
d£ lipase imobilizada, destinada a interesterif ica9ao de 
gorduras , caracterizado em que. uma S0IU9S0 aquosa de uma 
lipase termoestavel, derivada pref erencialmente de uma 
especie Mucor termof xlica , e contatada com uma resina 
trocadora de anions, fraca, macroporosa, em particulas , 
que content grupos amino primarios e/ou secundarios e/ou 
terciarios , e que demonstra urn tamanho de particula medio 
na faixa de 100 a 1000 microns, apropriado para opera?ao 
'era coluna sem excessiva queda de pressao sob condi^oes em 
oue a lipase e ligada a resina trocadora de anions durante 
um periodo de tempo de 0,5 a 8 horas , suficiente para ligar 
a. quantidade desejada de lipase a resina trocadora de 
anions, depois do que a lipase imobilizada, assim formada, 
e separada da fase aquosa e a lipase imobilizada separada 
e seca a um teor em agua de entre aproximadamente 2 e 40%. 

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, 
caracterizado pelo fato de que a lipase microbiana e deri- 
ada da especie termofilica, Mucor miehei . 

" 3. Processo de acordo com as reivindica9oes 1 

©tf"2, caracterizado pelo fato de que mais de 90% das 
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particulas da resina trocadora de anions, fraca, macro- 
porosa, tern urn tamanho de particulas entre 100 e 1000 um, 
de preferencia, entre aproxiroadamente 200 e 400 um. 

4. Processo de acordo com as reivindicagoes 1 
ou 2, caracterizado pelo fato de que a proporgao entre a 

" cruantidade da solugao aquosa da lipase microbiana termo- 
estavel e o peso da resina trocadora de anions fraca corres- 
ponde a 5000 - 50000 LU/g de resina trocadora de ions (peso 
a seco) . 

5. Processo de acordo com a reivindicagao 1, 
caracterizado pelo fato de que o pH durante o contato entre 
a resina trocadora de Ions e a solugao aquosa esta entre 

5 e 7. 

6- Processo de acordo com qualquer reivindi- 
cagao 1 ou.5, caracterizado pelo fato de que a separagao 
e realizada por simples filtragem, com lavagem com agua da 
massa separada para remover a lipase ^aao ligada. . 

7, Processo de acordo com a reivindicagao 6 r 
caracterizado pelo fato de que a secagem e realizada ate 

a massa separada ter urn teor em agua entre 5 e 20%. 

8. Processo de acordo com a reivindicagao 1 
ou 1, caracterizado pelo fato de que a resina trocadora de 
anions, fraca, macroporosa, em particulas, e reunida com 
uma solugao aquosa de urn agente reticulante, de preferencia 
uma solugao aquosa de glutaraldeldb , a uma concentragao 
entre 0,1 e 1,0% p/p, antes, durante ou ap5s o contato 
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Lntre a resina trocadora de anions, fraca, macroporosa, 
em partlculas, e a solu 5 ao aquosa de lipase microbiana, 
[termoestavel, e, a seguir, a solu 9 ao restante de agente 
|de reticulagao e separada. 


NZAS-0034047 


'510.200 


* » » » • • 



70° C 


500 1000 1500 2000 MORAS 

fig. 2 


NZAS-0034048 


1 

R 2 SUMO 



Patente.de Invengao "PROCB3SO PARA 
A PRODUQSo DE UMA PRSPARAgSO DE LIPASE IMOBILIZADfc, 
DSSTINADA A INTERZSTERIFICAgSO DE GORDURAS" . 

5 Processo para a produgao de uma pre- 

pafagao de lipase imobilizada compreende o contato 
de uma solugao aquosa de uma lipase microbiana com 
uma resina trocadora de anions fraca, era condigoes 
especificas, com relayao ao pH e tempo de contato t 

lO e depois a preparagao e isolada e secada. A pre- 
paragao pode ser usada para transesterif icagao con 
tinua de gorduras sera solventes ou outros agentes 
auxiliares onerosos. 
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